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ひとえに、グリコシダーゼの多様性に由来する本質的な問題である O 一方、 the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUB陥)の定める、従来
の EnzymeNomenclatureでは、加水分解酵素で、あるグリコシダーゼは、切断する結合お
よび基質の種類にもとづいて分類され、すべて EC. 3.2.1 (enzymes hydrolysing 0… and 
































































平成 13年度 4， 700 O 4， 700 
平成 14年度 1，800 O 1，800 
平成 15年度 1，500 O 1，500 
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告主:L~γR )~ム-\.{ H 叫寸NぷBr
1e: R = CH2CH2CH2CH みならず、アグリコン部分(糖 rtph 日 -Ii 
の還元末端に位置する非糖ア 1c: CH2CH2Ph ¥.-土















β-G1ucosy1amine (350 mg 1.95 mmo1) を drypyridineに懸濁し、氷冷下、チオイミ
トー 4c(505 mg 1.94 mmo を加え、 oOCで 7hr撹枠し、反応終了後、減圧濃縮し
た。濃縮液を水に溶かしミリボアフィルターにより鴻過した。これを中圧逆相カラムクロ
マトグラフィー (ODS-S-50D、μ!善株式会社)に供し、水で溶出した (2-10mL/min) 0 溶
出液は 254nmの吸収を指標にそニターし、化合物を含むフラクションを濃縮、凍結乾燥
したところ、白色の粉末が得られた (624mg， 82見) 0 [α] D24-38. 20 (c二1.03， H20); IR 
(KBr)λmax 3200 (br) ， 1670， 1610， 1040 cm-1; 1H-NMR (400閲fz，D20) 07.41-7.30 (m， 5H， 
pheny1)， 4.74 (d， ]二 8.0，1H， H-1)， 3.89 (dd， ]二 12.0 and 2. 0， 1H，註-6b)， 3. 75 (dd， 
J二 12.4and 5.4， 1H， H-6a) ， 3.43-3.58 (m， 4H， H-2， H-3， H-4， H-5) ， 3.06 (t， J= 7.4， 
2H， CH2) ， 2.85 (t， Jコ7.4，2H， CH2); 13C-N剖R(100開fz，D20) 0172. 0 (Cごめ， 140.8， 131. 3， 
131. 1， 129. 5 (pheny 1)， 83. 7 CC-l) ， 80. 1 (C-5) ， 78. 7 (C-3) ， 74. 1 (C-2) ， 71. 4 (C-4) ， 
63.0 (C-6) ， 37.4， 35.2 (αf2C112Ph) ; Anal. Ca1cd. for C15H23BrN205・0.5H20:C， 45.01; 
H， 6.04; N， 7.00. Found: C， 44.92; H， 6.12; N， 7.00. HRMS (FAB) Ca1cd. for 
C15日23BrN205(M+)311. 1607， found 311. 1597. 
s-Glucosylamidine誘導体 1i
s-G1ucosy1amine (179 mg 1.0 mmo1) と 2-iminothio1aneHC1 (138 mg 1.0 mmo1)、
N-benzylma1eimide (187理g1. 0 mmo1) を 5mLの drypyridine中に同時に加え、 oOCで
4.5 hr撹祥し、反応終了後、減圧濃縮した。濃縮液を水に懸濁し酢酸エチルで、洗浄し、
水層を取り減圧濃縮後、ミリボアフィルターにより鴻過した。これを中圧逆相カラムクロ
マトグラフィー (ODS-S-50B、UJ善株式会社)に供し、5先の日eOHで溶出した (6mL/min) 0 
溶出液は 254nmの吸収を指標にモニターし、化合物を含むフラクションを濃縮、凍結乾
燥したところ、白色の粉末が得られた (348mg， 69幼 o Anal. Ca1cd. for C21H30C1N307S・
1. 05H20: C， 48. 24; H， 6. 19; N， 8. 04. Found: C， 48. 24; H， 6. 00; N， 8. 34弘. HR話S(FAB) 




① s -D-glucosidase from Aspθ.cgillus niger， chromatography purified， 日本食品化工(株)海
より供与， 42. 9 U/mg prot. (pNP-s -Glc， pH5.0， 300C) 
② s -D-glucosidase from Trichoderma viride， chromatography purified，静岡大学岡田先生
より供与， 1. 15 mg prot. /ml， 26. 4 U/mg prot.， 30. 5 U/ml (pNP-s -Glc， pH5.0， 300C) 
四8-
③ α-D-g1ucosidase from Aspergillus nigθr， chromatography purified， 日本食品化工(
野博士より供与， 5.2 mg prot. /ml， 278.4 U/m1 (ma1 tose， pH4. 2， 370C) 
④ α-D-g1ucosidase from Bacillus sp.東洋紡(株)製，製品名 AGH-211，Lot.35521， 62.6 U/mg (pNP-
α-G1c， pH7.0， 370C) 
⑤。-D-g1ucosidasefrom Yeast，オリエンタル酵母(株:)， Lot.219:33501， 14.0 U/mg (ma1 tose， 
pH 6.0， 250C) 
⑥ s -D-ga1actosidase from Aspergillus oryzae， SIG地 社製， カタログN o. G.ω一句鮪悶ω-鴫醐揃一句a揃蜘命嶋蜘句-句
5. 1 lむJ/m忍19 solidωoNP一8一Ga1，pH 4.5， 300C) 
⑦ s -D-ga1actosidase from Escherichia coli， SIGMA社製，j) No. G-5635， GRADE VIII， Lo%t. 
55H6851， 520 U/mg sol id， 650 U/mg prot.， (oNP-s -Gal， 7. 3， NaPi buf.， 370C) 
③ α-D-ga1actosidase from Aspergillus niger， SIG阪社製， ;Ò~ ロ j~ No.G4408， Lot.98H7820， 
O. 17 mg prot. /ml， 60 U/mg prot. (pN P-α-Ga1， pH 4.0， 250C) 
⑨ s -D-xy1osidase from Aspθrgillus pulvθrulθntus，天野製薬(禄)製ヘ。クチナ}γGの部分精製品，
Lot. 971023， 3.5U/m1 (pNP-s -Xy1， pH4.0， 400C) 
酵素アッセイおよび阻害活性の測定方法を、 A. Digθr 
記す。
s-g1ucosidaseを例とし
pNP-s-G1ucosideを最終 O.75および1.5酬含む 50mM sodium acetate buffer (p 
5.0) に、 s-g1ycosy1amidine誘導体を盟害剤として O一札 005酬になるように溶解し、
適当濃度に希釈した酵素液 (200μ/mLの BSAで希釈)を 50μL添加し、総液量を 100
μLとした。 30Cで 10分間反応させたのち、 1M Na2C03溶液 500μLを添加し、 405nm 
吸光度を測定し (pNP，ε二 17.8125cm2/μ限01) 、反応速度を求めた。阻害定数 Ki値











また、チオイミデート 4a-hは、それぞれ対応するチオアミド 3a-訟を臭化メチルで、 s-
アルキル化することによって容易に合成し、またチオアミド 3a-hは、市販のもの以外
対応するニトリルに塩基触媒下 H2Sを付加させる方法(化合物 3b-d)、あるいは対応す
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化合物 lhを除くアミジンは、 cIs-trans異性を示すことなくすべて単一の生成物とし
て得られたが、化合物 lhは、 N-C=N結合に由来する cIs-trans異性を生じ、可能なす
議べての幾何異性体(乙 E)， (Z， Z)， (E， E)，および (ιDのうち、 3種類の異性体の混
合物として得られた。すなわち、 lHおよび 13C問Rにより、 (乙 E): (広 E): (Z， Z) : 
(ιD二 3 1 0 1 の比を持つ混合物で、あることがわかった。これら幾何異性体は
分離することなく、混合物のままでグリコシダーゼ、に対する阻害活性を測定した。
単なるアラノレキノレ基で・はなく、水素結合の受容体となるスクシンイミドの部分構
をもっ p一glucosylamidineli、β-glucosylamidelj および s-galactosylamidinelk 

























とにより、対応する s-glucosylamidelj を合成したo s…GluNH2は通常のアルキノレアミ
ンよりはるかに塩基性が低いため(プロトン化体の pKa二5.6)、チオラクトンと
に劣り生成物の収率は低かったが、 目的の β-glucosylamidelj を得ることができた。







ガラクトシルタイプの amidinelkが、 Pーガラクトシダーゼをやグノレコシダーゼの 100
程度強力に阻害する選択的な阻害剤として作用している事実もこのことを支持している。
s-グルコシダーゼに対する阻害を見た場合、さまざまなアルキル基をアグリコン部位





阻害濃度 (IC5o) が 22および 13.9mM程度と、ほとんど阻害活性を示さなかった。そ
目 11-
ド4 、吋
Table 1 Inhibition of Glycosidases ( Ki [JlM] ) 
4ミみし+NH2HBr Cvclo- Cyclo・ s-Glc・ 9・Glc圃 トGal圃R= -Ph -CH2Ph yC 圃 N'-Bn Suc- Suc- Suc-調{CH2)2Ph-(CH2}3Ph-(CH2}3CH3entyi pentyl--
pentYI methyl amidine amide amidine 
Enzyme Origin 1a 1 b 1) 1c 1d 1e 1f 19 1h 1i 1j 1k 
A. niger 0.18 0.094 0.48 。霊054 0.30 0.38 0.36 0.39 0.008 4.90 410 
0・Glucosidase T. viride 1.7 0.13 0.76 0.35 1.9 0.84 1.4 0.53 0.25 18.5 658 
Almond 22.0002) 73 180 75 _ー3) 13，900 2) ， 
A. niger > 25004) 孟2500 170 220 120 N.1. 5) 340 53 N.1. 
α醐Glucosidase Bacillus 
sp. 
N.1. ミ~2500 >2500 95 議2500 N震1. 980 210 N.1. 
Yeast 530 73 57 44 310 520 21 34 N.I 
A.oryzae 註2500 N.1. N.I 詮2500 N.1. N.1. N.I N舗1. 15.9 
s -Galactosidase 
E.coli N.1. N.1. N.I鍵 ミ~2500 N.1. N.1. N.1. N.1. 6.0 
α-Galactosidase A. niger N鐘1. N.I N欄1. N.1. N.1. N.I N.I. N.1. 5.6 
3・Xylosidase A.pulver- N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.1. N.1. ミ~2500 N.I. ulentus 
1)α-Mannnosidase (Jack bean) ICso = 19，100 [μM] 2) ICso 3) Not determined 4) ICso ミ~2.5 mM 5) No inhibition at 2.5 mM inhibitor 
他の amidine誘導体 lb，c および dについても向様の傾向が見られ、一般に、単純な
アラルキル鎖をアグリコン部分にもつ s-glucosylamidine誘導体は、アーモンド起源の
s-グルコシダーゼに対する阻害活性が弱い傾向が見られた。
アルキル鎖長の長さ[化合物 la(n = 0)， lb (nニ 1)，lc (n = 2)および ld(n = 3) ] 
と阻害活性の強さを比較すると、 nコ lおよび 3の場合、 nコ Oおよび 2の場合と比較












glucosylamidine liについて特に顕著に見られ、 A.nigerの s-グルコシダーゼに対し














る傾向が見られた。すなわち、アノレキル鎖長の短い la(n二0)， lb (n二1)では α-
コシダーゼをほとんど阻害しないのに対し、アルキル鎖長が伸びると α-グルコシダ
































benzyl s-D-glucopyranosideとの、水中における lHNMRデータを比較した (Figure1 
HO-:-ぐ HO-;え作品
H%がシOuR¥/(叫 hPh 叫O 本ンω 叩 h




H-1: O 4.78， J1. 2ロ 9.2Hz 
H-2: O 3.51， J2，3 = 8.8 Hz 
H欄3: O 3.66，占 4= 9.2 Hz 
H-4: O 3.46， J4，5 = 9.6 Hz 
H-5: O 3.58， J5.6aロ 5.4Hz 
もん 6b = 2.0 Hz 
H刷6a:O 3.75， J6a，6b = 12.4 Hz 
H刷6b:O 3.98， J6b，6a口 12.4Hz 
3 伽 OH
ben剤師-glucoside
Hイ O4.49， J1，2コ8.0Hz 
H-2: O 3.29， J2，3コ 9.0Hz 
H-3: O 3.44， J3.4 = 9.4 Hz 
H-4: O 3.37， J4，5 = 8.5 Hz 
H-5: O 3.40， J5.6aコ 5.6Hz 
J5.6b = 1.9 Hz 
H-6a: O 3.7む，占a，6b= 12.3 Hz 
H刷6b:O 3.90， J6b.6a = 12.3 Hz 
Figure 1. lH問R(in D20) of s-glucosylamidine 1d 
and benzyl s-D-glucopyranosはe







性は非常に高く、 acetamidineの共役酸の pKaは 12.4と報告されている。また、ベンゼ






い。そこで、 s-グリコシルアミジン誘導体の pKa値を知るために、 P一glucosylamidineld 











グリコシルアミドを定量的に生成する (250C，carbonate buffer (pH 10)中での半減期 24
hr， 250C， 1M NaOH中での半減期 5hr)oまた、加水分解産物である s-グリコシルアミ

































50 ~ ~ 200 
Dぉys
Figure 2. pH Stability of s-glycosylamidines. 
Panel A: s-glucosylamidine lb assayed wi th A. niger 
s-glucosidase. Panel B: s-galactosylamidine assayed 
wi th A. oryzae s-galactosidase. Panel C: s-






緩やかに阻害活性の低下が起こったが、 180 日後でも 90目以上の活性は維持された。














果は、文献2 (Hiratake， ].; Sakata， K. Methods in Enzymology 363， 421-444 (2003) 
および文献3(Inoue，ま.; Hiratake， ].; Mizutani，肱;Takada，世.; Yamamoto，拡;Sakat 













の糸口をつかむため、 lnVl VOアッセイを中心とした研究に着手した。すなわち、 3
の阻害剤 pβ司町一句-司鴫句-鴫句鴫命
物体に直接投与し、生じる変化を観察することによりk、どλんJな種類のグリコシダ一ゼゼ、が













































b}ニティー吸着体 25mlをカラムに詰め、 20mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)で平衡イ
したのち、部分精製された s-primeverosidase(210 uni t， specific acti vi ty 17. 7 uni t/ 
タンパク量 12mg)をアプライし、酵素を吸着させたあと、カラムを 20mM Tri s-HCl buffe 
(pH 7.0)で洗浄した。その後、カラムを 20mM acetate-トJaOHbuffer (pH 4.0)で溶
させたところ、 s-primeverosidaseが特異的に溶出された (207unit， specific activit 



























































最後に、本研究は、科学研究費補助金(基盤研究 (B) (2)) を受けて行われたもので、日
本学術振興会ならびに文部科学省に対し、厚く御礼申し上げます。
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